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Zastosowanie fotometrii negatywów chromatogramów do oznaczania 
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for Quantitative Determination of Free Amino Acids in the Blood 
of Healthy People 


Określenie poziomu wolnych aminokwasów we krwi ludzkiej było celem wielu 
prac. Autorzy stosowali różne techniki: mikrobiologiczną (8), chromatografię bibu- 
łową (1, 3, 4, 10, 16, 21), oraz chromatografię kolumnową (5, 20). Szczególnie ta 
ostatnia w modyfikacji Spackmana i wsp. (19) znajduje coraz większe zasto- 
sowanie. Jednak wszystkie powyższe metody nie są pozbawione wad. 


Metoda mikrobiologiczna jest bardzo mało dokładna i obecnie wychodzi z uży- 
cia, chromatografia kolumnowa (19), jakkolwiek dość dokładna ze względu na dobry 
rozdział substancji (błąd 3%), jest jednak bardzo pracochłonna i kosztowna. Poza 
tym niektóre aminokwasy bywają w tej metodzie częściowo adsorbowane na ko- 
lumnie i wówczas błąd wzrasta. Poziom aminokwasów rozdzielanych metodą chro- 
matografii bibułowej oznaczano na ogół na drodze kolorymetrii eluatów (1, 3, 4), 
co nie jest dokładne, a zabiera dużo czasu. Dotychczasowe wyniki badań różnych 
autorów są tak rozbieżne, że każdy autor, zajmujący się zagadnieniem oznaczania 
poziomu aminokwasów we krwi w różnych schorzeniach, musi opracować przedtem 
własne normy fizjologiczne (3). ` 


Po opracowaniu przez nas nowej metody oznaczania substancji rozdzielonych 
chromatograficznie na bibule przy pomocy fotometrii negatywów chromatogra- 
mów (11) pojawiła się możliwość zastosowania jej do oznaczania ilościowego wol- 
nych aminokwasów we krwi ludzkiej. Opracowana przez nas metoda ze względu 
na swą prostotę, dokładność i szybkość wykonania oznaczeń, nadaje się nie tylko 
do badań naukowych, lecz także do seryjnych badań klinicznych. Sprzyja temu 
również dobry rozdział oznaczanych przez nas aminokwasów uzyskiwany przy za- 
stosowaniu bibułowej chromatografii wstępującej jednokierunkowej przy użyciu 
jako jedynego rozpuszczalnika fazy Patridge'a. 


W naszej pracy zajęliśmy się oznaczeniem we krwi ludzkiej poziomu dziesięciu 
aminokwasów: cystyny, argininy, glicyny, kwasu glutaminowego, a-alaniny, tyro- 
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тупу, kwasu a-aminomastowego, waliny, fenyloalaniny i leucyny. Aminokwasy te 
najlepiej rozdzielają się i mają największe znaczenie w patologii. Poziom fenylo- 
alaniny wzrasta znacznie w fenyloketonurii (20), a poziomy leucyny, waliny i ty- 
rozyny zmieniają się w schorzeniach wątroby (7). Podobnie zmiany poziomu innych 
oznaczanych przez nas aminokwasów odgrywają dużą rolę w różnych jednostkach 
chorobowych (9, 13, 17). 


MATERIAŁY, APARATY, METODY 


Badano krew pobraną od 18 zdrowych osobników w wieku od 20 do 26 łat. 
W grupie tej znajdowało się 9 kobiet i 9 mężczyzn. Próby pobierano na czczo. Roz- 
dział chromatograficzny przeprowadzono na bibule Whatman N 3. Do oznaczeń 
ilościowych zastosowano standardowe mieszaniny dziesięciu aminokwasów: cystyny, 
argininy, glicyny, kwasu glutaminowego, a-alaniny, tyrozyny, kwasu a-aminomasło- 
wego, waliny, fenyloalaniny і leucyny o stężeniach 0,5%, 1,0 mg%, 2,0 mg%, 3,0 mg’. 
Pochodzenie wyżej wymienionych aminokwasów podano w jednej z poprzednich 
prac (12). Używane odczynniki cz. а. a. pochodziły z Gliwic. 

Użyto dwie techniki chromatograficzne: chromatografię krążkową wg Przy- 
bylskiej i wsp. (18) do wstępnej analizy jakościowej i orientacyjnego ustalenia 
stężeń oraz chromatografię wstępującą jednokierunkową według Williamsa 
i Kirby (22) do oznaczeń ilościowych. W obu wypadkach jako wywoływacza 
użyto 0,2% acetonowy roztwór ninhydryny. Do oznaczenia ilościowego badanych 
aminokwasów zastosowano metodę fotometrii negatywów chromatogramów (11). 
Chromatogramy uzyskane techniką wstępującą fotografowano па mikrofiimie firmy 
„Foton”, a otrzymane negatywy przesuwano przed obiektywem „Schnellphoto- 
metr II” Zeissa. Odczyty ze skali ,,5” tego aparatu posłużyły do sporządzenia wy- 
kresów dla standardowych mieszanin aminokwasów o znanym stężeniu. Na pod- 
stawie sporządzonych wykresów obliczono stężenia badanych aminokwasów we 
krwi ludzkiej. 


BADANIA WŁASNE 


Przygotowanie krwi. Badania przeprowadzano na krwi pobranej na 
czczo od 18 osobników (9 kobiet i 9 mężczyzn) w wieku od 20 do 26 lat. 
Krew pobierano z żyły łokciowej w ilości 10 ml, a następnie mieszano 
z 1 ml 0,1 m roztworu szczawianu potasu. Po odwirowaniu odciągano 
4 ml osocza i odbiałczano dwukrotnie przez dodanie 10 ml 95% alkoholu 
etylowego. Odwirowane osady dwukrotnie przemywano 95% alkoholem 
etylowym. Otrzymany roztwór odparowywano do suchości pod promien- 
nikiem, pozostałą suchą masę rozpuszczano w 1 ml wody redestylowanej 
oraz dodawano kryształek tymolu w celu konserwacji. Osocze przecho- 
wywano w temperaturze od 0° do 4°C. 


Ze względu na doniesienia licznych autorów (1, 3) o braku istotnych 
różnic między poziomami aminokwasów we krwi pobieranej kilkakrotnie 
u tych samych osobników, w obecnej pracy badano krew każdego osob- 
nika jednorazowo. W badaniach nie stosowano odsalania, podobnie jak 
Atachanow i Charatjan (1), ponieważ proces ten znacznie kom- 
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plikuje metodę i wpływa na dość duże straty aminokwasów. Amino- 
kwasy, które wybraliśmy spośród 26 plam ninhydrynopozytywnych, 
mogą być dobrze oznaczone bez odsalania. 

Analiza jakościowa. Techniki chromatograficzne. W na- 
szej pracy zastosowano dwie techniki chromatograficzne: krążkową 
według Przybylskiej, Kociałkowskiego i Wiewiórow- 
skiego (18) oraz wstępującą jednokierunkową według Williamsa 
i Kirby (22). , 

Chromatografię krążkową stosowano do wstępnej analizy jakościowej 
aminokwasów oraz w celu przybliżonego określenia ich stężeń. Na krąż- 
kach bibuły Whatman N 3 o średnicy 23 cm zakreślano koło o średnicy 
23 mm i w różnych odstępach nakraplano na nim pięć próbek odbiat- 
czonego osocza w ilości od 0,014 ml do 0,080 ml oraz jedną sztuczną 
mieszaninę aminokwasów tzw. „mapkę” w ilości 0,014 ml o stężeniu 
1 mg%. Średnica plamy po nakropleniu nie przekraczała 5 mm. Chro- 
matogramy rozwijano dwukrotnie używając rozpuszczalnika w układzie 
Patridge'a: n-butanol — kwas octowy lodowaty — woda w stosunku 
objętościowym 4:1:1 i wywoływano w temperaturze pokojowej przez 
zanurzenie w 0,2% acetonowym roztworze ninhydryny. 

Aminokwasy identyfikowano przy pomocy „mapki”, po identyfikacji 
zaś chromatogramy ogrzewano przez 3 minuty w temperaturze 85°C 
w celu wykrycia В-а]апту. Identyfikację aminokwasów, dokonaną па 
chromatogramach krążkowych, sprawdzano przy pomocy chromatografii 
wstępującej jednokierunkowej (wg Williamsa i Kirby). Na arku- 
szach bibuły Whatmana N 3 o wymiarach 45 cm X 50 cm, nakraplano 
odbiałczone osocze w postaci pasm o długości 25 mm, przestrzeń wolna 
między nakropleniami wynosiła 30 mm, a odległość linii startowej od 
początku arkusza bibuły również 30 mm. Na jednym arkuszu bibuły 
nakraplano próbki osocza pięciu osobników w ilości 0,080 mm. Miesza- 
nina wzorcowa składała się z aminokwasów: cystyny, argininy, kwasu 
glutaminowego, a-alaniny, tyrozyny, kwasu a-aminomasłowego, waliny, 
fenyloalaniny i leucyny w stężeniach 0,5 mg%, 1,0 mg%, 2,0 mg%, 3,0 mg% 
i była nakraplana w ilości 0,014 ml. Dokładne dane dotyczące wyżej 
wymienionych aminokwasów znajdują się w jednej z naszych poprzed- 
nich prac (12). Chromatogramy rozwijano dwukrotnie (układ i wywo- 
ływacz jak przy chromatografii krążkowej). Przy wyborze aminokwasów 
kierowano się tym, że: 1) występowały one w osoczu w stosunkowo du- 
żych stężeniach, 2) dobry ich rozdział nawet bez odsalania pozwalał na 
dokładne i łatwe oznaczanie ilościowe oraz 3) mają znaczenie w fizjologii 
i patologii organizmu człowieka. 

Analiza ilościowa. Po ukazaniu się wyraźnych plam barwnych (4—6 go- 
dzin po wywołaniu 0,2% acetonowym roztworem ninhydryny) chroma- 
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togramy fotografowano używając mikrofilmów firmy „Foton”. Foto- 
metrię negatywów chromatogramów przeprowadzano w sposób podany 
przez autorów w jednej z poprzednich prac (11). Na podstawie war- 
tości ,,5” odczytanych na skali mikrofotometru i stężeń standardowych 
mieszanin aminokwasów, sporządzano dla każdego aminokwasu wykresy 
przy pomocy których obliczano stężenia w mg%. Poziomy aminokwasów 
we krwi ustalano dla każdego osobnika na podstawie trzech replikacji. 
Uzyskane wyniki stężeń aminokwasów we krwi zestawiono w tab. 1. 
Wykresy stężeń poszczególnych aminokwasów krwi dla pięciu osobników 
są podane па ryc. 1, 2 i 3. Ма osi rzędnych zaznaczono wartości ,,5”, 
a na osi odciętych stężenia aminokwasów w mg% (stosując skalę loga- 
rytmiczną). 


5 gal 20 30 49 mg%c 20 


30 49 m9 С. 


Ryc. 1. Zależność stężeń w mg% (skala Ryc. 2. Zależność stężeń w mg% (skala 


logarytmiczna) cystyny (1), argininy (2) 
i glicyny (3) od wartości „S” odczytanej 
na skali mikrofotometru 
Relation between concentrations, in mg%, 
(logarithmic scale) of cystine (1), arginine 
(2), glycine (3) and ,5” value from the 
microphotometer scale 


logarytmiczna) tyrozyny (1), kwasu gluta- 
minowego (2), a-alaniny (3) i kwasu 
a-aminomastowego (4) od wartości ,,S” 
odezytanej na skali mikrofotometru 
Relation between concentrations, in mg%, 
(logarithmic scale) of tyrosine (1), gluta- 
mic acid (2), a-alanine (3), a-aminobutyric 
acid (4) and ,5” value from the micro- 
photometer scale 


Błąd zastosowanej metody wynosi 1,4% (11). Zastosowana metoda 


będzie mogła być użyta w seryjnych badaniach klinicznych w diagno- 
styce jednostek chorobowych oraz w badaniu metabolizmu ustrojowego 
aminokwasów (praca w toku). 
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20 


400 


20 30 4Dmy>C 


Ryc. 3. Zależność stężeń w mg% (skala 

logarytmiczna) fenyloalaniny (1), waliny (2) 

i leucyny (3) od wartości ,,S” odczytanej 
na skali mikrofotometru 

Relation between concentrations, in mg%, 

(logarithmic scale) of phenylalanine (1), 

valine (2), leucine (3) and ,,S” value from 
the microphotometer scale 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 


Na podstawie wykonanych oznaczeń stężeń aminokwasów we krwi 
18 osobników obliczono wartości średnie i rozrzut. Z dokonanego zesta- 
wienia wynika, że poziomy aminokwasów we krwi osobników zdrowych 
wahają się w dość dużych granicach, co jest zgodne ze spostrzeżeniami 
innych autorów. Nie stwierdzono istotnych różnie w stężeniach amino- 
kwasów we krwi kobiet i mężczyzn (różnica z wynikami niektórych 
autorów (6, 14, 15)). Nie wykryto również zależności między stężeniami 
aminokwasów we krwi, a grupami krwi w zakresie układu ABO i Rh, 
jakkolwiek brano pod uwagę taką możliwość, opierając się na wcześniej- 
szych spostrzeżeniach Bettiego (2). 


Oznaczanie aminokwasów we krwi było tematem prac wielu badaczy, 
którzy posługiwali się metodami: chromatografii kolumnowej (5, 20), 
chromatografii bibułowej (1, 4, 10, 16, 21), kolumnowo-bibułowej (3) 
i mikrobiologicznymi (8). Wyniki uzyskane przez różnych badaczy wy- 
kazują jednak stosunkowo duże rozbieżności, co przedstawia tab. 2. 
Na powstanie tych rozbieżności może mieć wpływ technika przygotowa- 
nia krwi do analizy chromatograficznej: odbiałczanie (21), odsalanie (3), 
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Тар. 2. Zestawienie stężeń wolnych aminokwasów w osoczu krwi ludzkiej w ug/ml 
uzyskanych przez różnych autorów 
A comparison of the amino acids concentrations in human plasma in «g/ml, 
obtained by various authors 


| 
Кпа- | war- | Ме - Har- Chris- _ , Ata- |Bada- 
ać uff | ker Mena- рег jtensen ме ЕЯ т ae 
4 i my | now - 
Аы | 46) | PB (1) | sne 
cystyna 23 11,1 — -- 30,2 — | 11,8 8,2 -- 7,8 
arginina 12 11,5 | 12,2 11,9 | 22,6 10,5 15,1 8,5 = 10,1 
glicyna | 19 12,5 16,8 17,7 29,0 | 31,9 15,4 14,3 21,5 11,2 
kwas glutami- | j 
nowy 9! 52 | 191 | 2,9 | 9,0 | 5,2 | 7,0 | 20,1 | 26,6 | 17,9 
«-alanina 27 | 26,2 | 51,7 28.5 39,0 21,9 34,1 23,1 25,0 | 27,8 
tyrozynə | 11 1113 | 11,9 | 12,7 | 130 | тт |103 | 6,9 | 15,0 | 10,3 
kwas a«-amino- : i 
masłowy — | 25: 1,6 | 2,3 -- 2,6 3,0 3,5 = 3,6 
walina 22 | 21,2 . 22,1 14,9 | 32,0 — 28,8 | 14,8 | 22,5 | 20,4 
fenyloalanina 4217 8,8 97 9,2 120,0 7,9 8,4 7,3 | 19,5 9,4 
leucyna >: 23 17,1 | 25,0 10,4 i 25,0 13,2 16,9 | 14,7 | 23,6 | 19,2 


zagęszczanie; stosowanie niedokładnej metody, jak również opracowy- 
wanie wyników na podstawie zbyt małej liczby oznaczeń (5). Wyniki 
naszej pracy są zbliżone do uzyskanych przez większość badaczy. Dość 
znacznie natomiast odbiegają od podanych przez Harpera i wsp., 
którzy otrzymali przeważnie wyższe stężenia aminokwasów we krwi. 
Szczególnie duże różnice są w poziomach cystyny, glicyny, a-alaniny 
i waliny. Wyniki uzyskane w obecnych badaniach będą podstawą do 
dalszych prac nad różnicami w stężeniach aminokwasów w pewnych 
stanach fizjologicznych i patologicznych. 


Wnioski 


Przeprowadzone przez nas badania wykazały przydatność metody 
fotometrii negatywów chromatogramów do oznaczeń ilościowych wolnych 
aminokwasów w surowicy krwi ludzkiej. 

Podaną metodę oznaczania stężenia wolnych aminokwasów we krwi 
ludzkiej można zastosować nie tylko do badań naukowych, lecz również 
do seryjnych badań klinicznych. 

Oznaczone przez nas stężenia aminokwasów nie odbiegają zbytnio od 
stężeń podanych przez innych autorów i są najbardziej zbliżone do wy- 
ników uzyskanych przez Knauffa (10). 
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Przy badaniach poziomu cystyny, argininy, glicyny, kwasu glutami- 


nowego, a-alaniny, tyrozyny, kwasu a-aminomasłowego, waliny, fenylo- 
alaniny i leucyny we krwi odsalanie nie jest konieczne, ponieważ i bez 
niego można uzyskać dobry rozdział chromatograficzny tych amino- 
kwasów. 


Nie stwierdzono istotnych różnic w zawartości poszczególnych amino- 


kwasów w osoczu osobników męskich i żeńskich oraz zależności pomię- 
dzy stężeniami aminokwasów, a grupami krwi. 
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Применение фотометрии негативов хроматограмм для 
количественного определения свободных аминокислот 
в крови здоровых людей 


Резюме 


Метод определения концентрации аминокислот при помощи нега- 
тивов хроматограмм (П) был применен для исследования свободных 
аминокислот в крови здоровых людей. Определялось содержание 10 
аминокислот: цистина, аргинина, глицина, глутаминовой кислоты, ва- 
лина, фенилаланина, лейцина, а-аланина, тирозина и а-аминомасля- 
ной кислоты. Не установлено значительной разницы в содержании 
отдельных аминокислот в плазме мужчин и в плазме женіцин, а так- 
же не обнаружено зависимости концентрации аминокислот от группы 
крови. 

Применение этого метода возможно при серийных клинических 
исследованиях, а также при диагностике различных болезней и в ис- 
следованиях обмена аминокислот (работы в этом направлении уже ве- 


дутся). 


Рис. 1. Зависимость концентрации, мг %, (логарифмическая шкала) цистина 
(1), аргинина (2), глицина (3) от величины „5” шкалы микрофотометра. 

Рис. 2. Зависимость концентрации, мг %, (логарифмическая шкала) тиро- 
зина (1), глутаминовой кислоты (2), а-аланина (3), а-аминомасляной кислоты (4) 
от величины ,,5” шкалы микрофотометра. 

Рис. 3. Зависимость концентрации, мг %, (логарифмическая шкала) фени- 
лаланина (1), валина (2), лейцина (3) от величины „5” шкалы микрофотометра. 

Табл. 1. Концентрация свободных аминокислот, мг %, в человеческой крови. 

Табл. 2. Концентрации свободных аминокислот в плазме человеческой 
крови, мг/мл, полученные разными авторами. 


The Application of the Photometry of Negative Printed Chromatograms 
for Quantitative Determination of Free Amino Acids in the Blood 
of Healthy People 


Summary 


A photometric method of determining the concentration of free amino 
acids from negative printed chromatograms (11) was used for quantitative 
determination of amino acids in the blood of healthy people. The levels 
of 10 amino acids were determined: cystine, arginine, glycine, a-alanine, 
tyrosine, phenylalanine and leucine. No significant differences in the 
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content of the amino acids in the plasma of men and women were 
observed, and no relationship was found between the concentrations of 
the amino acids and the blood groups. 

The above method is useful in serial clinical investigations; it makes 
diagnosis of some diseases easier and facilitates the study of the meta- 
bolism of amino acids. Further studies are being carried out. 
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